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摘    要 
生物体内的蛋白酶 BACE1 能够切割淀粉样前体蛋白 APP，产生 Aβ，形成
淀粉样斑，导致阿尔茨海默症（Alzheimer’s disease, AD）的发病。由于 BACE1
活性以及水平受到细胞内多种蛋白的调控，因此寻找与 BACE1 相互作用的蛋白
在 AD 治疗中具有重要意义。 
本实验中心前期通过酵母双杂交的实验方法筛选出一种可能与 BACE1 发生
相互作用的蛋白，人类 M1 Muscarinic 乙酰胆碱受体。在本研究中，我们进一步
在哺乳动物细胞 HEK 293T 以及 N2a 695 等细胞内，通过免疫共沉淀以及免疫荧
光技术详细证实了 M1 受体可以和非成熟形式的 BACE1 在内质网中发生相互作
用。以往的研究表明，激活 M1 受体可以抑制 tau 蛋白的过度磷酸化，通过
PKC/MEK 信号通路增加非淀粉样斑途径的 APP 加工过程，降低 Aβ的形成，从
而缓解与老年痴呆症相伴的认知障碍等症状，因此 M1 受体一度成为治疗 AD 的
重要靶标。有研究证明在模型小鼠大脑中使用 M1 受体激活剂 AF267B 可以降低
BACE1 蛋白水平，但是其机理尚不清楚，而且此激活剂对 M1 受体其他的同家
族成员也有激活作用，特异性有待提高。另外的研究表明，在 M1 受体及其同家
族成员 M3 受体共同激活剂 talsaclidine 处理下，细胞可以通过 MAPK 以及 PKC
信号通路上调 BACE1 的蛋白水平。为了揭示 M1 调控 BACE1 的具体机制，解
释以往报道中存在着争议的现象，我们通过这两种蛋白之间的直接相互作用，特
异性地展开了 M1 受体对 BACE1 的功能研究，发现：瞬时转染 M1 受体可以剂
量依赖性地降低 BACE1 的蛋白水平以及 APP 经 BACE1 切割产物 Aβ 的水平，
但并不影响 BACE1 的 mRNA 水平；而这种 BACE1 的减少可以通过蛋白酶体的
抑制剂处理得以补偿恢复，却不能通过使用溶酶体抑制剂 NH4Cl 或 methylamine
而得到补偿，表明 M1 介导的 BACE1 降解是专一性依赖蛋白酶体途径的；用抑
剂将 M1 下游的 MAPK，PKC 以及 PI3K-Akt 信号通路阻断，并不影响 M1 对
BACE1 的降解；过表达丧失信号转导功能的 M1 缺失 C 端突变体同样引起
BACE1 减少。用 siRNA 干扰细胞内 M1 水平，可观察到 BACE1 堆积的现象；
更有趣的是过表达 BACE1 能够引起 M1 受体蛋白和 mRNA 积累。这些实验结果
















Overproduction and aggregation of β-amyloid (Aβ) is crucial for the 
pathogenesis of Alzheimer’s disease (AD). Aβ is derived from its precursor APP 
through sequential cleavages by β-secretase (BACE1) and γ-secretase. The protein 
level and activity of BACE1 have been found upregulated in sporadic AD, suggesting 
that a dysregulation of BACE1 may trigger AD pathogenesis. Therefore, 
identification of proteins that interact with BACE1 and regulate its level/activity is 
important in AD research. Using yeast two-hybrid screening of a human fetal brain 
cDNA library, we have previously identified the M1 muscarinic acetylcholine 
receptor (M1 mAChR) as a potential BACE1-interacting protein. Here we carried out 
co-immunoprecipitation and immunofluorescence assays and confirmed that M1 
mAChR can interact with immature form of BACE1 in the endoplastic reticulum 
(ER).  
It has been reported that M1 mAChR activation can increase 
non-amyloidogenic APP processing via PKC/MEK pathyways, decrease Aβ 
formation, repress tau hyperphosphorylation and ameliorate cognitive dysfunction, 
suggesting that M1 mAChR may be an important therapeutic target for AD treatment. 
Previous studies had shown that M1 agonist AF267B treatment resulted in decrease of 
BACE1 level, but the mechanism remains elusive till now.On the contrary, 
upregulation of BACE1 by M1/M3-selective agonist talsaclidine via both PKC and 
MAPK signaling cascades has been reported.Therefore, here we examined the 
specific role of M1 mAChR in regulating BACE1. Transient overexpression of M1 
mAChR results in a reduction of the protein level of BACE1 (but not its mRNA level) 
in a dose-dependent manner together with a decreased level of Aβ, whereas 
downregulation of M1 mAChR by siRNA results in an accumulation of BACE1. The 
reduction of BACE1 level induced by M1 mAChR can be rescued by the proteasome 
inhibitor lactacystin, but not by the lysosome inhibitor NH4Cl/methylamine, 
suggesting that M1 mAChR accelerates BACE1 degradation in a 














signaling pathways has no effect on rescuing M1 mAChR -mediated BACE1 
degradation, suggesting that BACE1 degradation is independent of these signaling 
pathways. Overexpression of mutant M1 that is devoided of signaling transduction 
function also resulted in reduced BACE1 level. Moreover, BACE1 overexpresion can 
also result in accumulation of M1 mAChR protein level and up-regulation of its 
mRNA level . Together, these findings establish the coupling of M1 and BACE1 and 
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来的统计数据显示，目前美国、中国的该病患病人数皆超过 600 万[1] [2]，世界范
围的 AD 病患数目已经超过了 2000 万，并且仍有不断上升的趋势，随着世界人















































成。Aβ是由淀粉样前体蛋白（amyloid precursor protein ,APP）经 β-分泌酶在其
第 1 或 11 位点内切产生的跨膜片段 βCTF，再进一步被 γ-分泌酶在其第 40 或 42
位点膜双分子层内剪切，产生 Aβ40 或 Aβ42 并聚集形成的细胞外斑块，形成 Aβ
的 APP 剪切途径被称为淀粉样斑途径。此外 APP 还存在着另外一条与此竞争性
存在的代谢途径，即 APP 在其胞外区靠近膜的位置先被 α-分泌酶剪切生成可溶
性分子 sAPPα 和跨膜片段 αCTF，αCTF 进一步被 γ-分泌酶剪切生成 p83 片段，
这条途径称为非淀粉样斑途径，如图 1 所示。Aβ 分子量约 4kD，有两种主要存
在形式，即 Aβ40 和 Aβ42，分别由 40 和 42 个氨基酸组成。分泌的 Aβ 中，大约
90％是 Aβ40，其它 10％是 Aβ42 [7]。其中 Aβ42 更易聚合，能较早地具有选择性地
形成沉淀[8]，因而更具有致病性。 
   Aβ级联假说认为：AD 的形成首先经过 Aβ的代谢改变。这是由于 APP，PS1
和 PS2 基因突变，引起大脑中 Aβ清除减少或 Aβ总量产生的增加，特别是 Aβ42/ 





























图 1. APP 蛋白水解过程示意图 (摘自 张云武，许华曦。《蛋白质转运与疾病》，2006) 
Figure 1. The proteolytic processing of βAPP by different secretases 
注：I 型跨膜蛋白 βAPP 可以被β-分泌酶在 Aβ 的 1 或 11 位点内切水解生成βCTF。βCTF 进一步被γ-分泌酶
在 Aβ 的 40 或 42 位点水解生成不同的 Aβ 种类。另一条途径，βAPP 可以被α-分泌酶在 Aβ 的 17 位点水解































[13]。1976~1977 年，三个独立研究发现 AD 患者新皮层以及海马区内乙酰胆碱合成











































他克林(tacrine) 、多奈哌齐( donepezil，商品名： 安理申) 、利斯的明(rivastigmine，














































     Aβ形成过程中的分泌酶是新药开发的重要靶点。目前已筛选获得多种γ分泌
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